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Abstrak 
Dampak limbah masker menyebabkan pencemaran lingkungan, merusak ekosistem, 
dan dapat meningkatkan resiko penyebaran COVID-19. Penelitian ini bertujuan untuk 
menentukan serta menganalisa jumlah enzim selulase dan waktu hidrolisis optimum 
dalam mengkonversi selulosa pada limbah masker N95 yang sudah mengalami pre-
treatment menjadi glukosa serta suhu dan pH optimum dalam mengkonversi glukosa 
menjadi bioetanol. Metode penelitian ini terdiri dari pre-treatment dengan 
menggunakan gelombang mikro, hidrolisis enzimatik menggunakan enzim selulase 
dari Trichoderma reesei dengan variasi 1, 2, 3 hari hidrolisis pada suhu 50°C dan 
volume enzim 10, 20 dan 30 mL serta fermentasi dengan Saccharomyces cerevisiae 
dengan variasi pH 4 dan 5 dengan variasi suhu 30°C dan 35°C selama 72 jam waktu 
inkubasi. Hasil pengujian kadar glukosa tertinggi diperoleh pada volume enzim 30 mL 
dengan waktu hidrolisis 3 hari pada suhu 50°C dan kadar etanol pada suhu fermentasi 
30°C dengan pH 4 dan 5 masing-masing 4.76% dan 3.57% serta pada suhu fermentasi 
35°C dengan pH 4 dan 5 masing-masing 1.75% dan 0.71%. Sehingga dapat 
disimpulkan bahwa kemurnian etanol optimum diperoleh dari hidrolisis dengan jumlah 
enzim 30 mL selama 3 hari dengan suhu 50°C dan fermentasi pada pH 4 dan suhu 30°C 
selama 72 jam. 
Kata kunci: Masker N95, Enzim Selulase, Trichoderma reesei, Bioetanol 
 
Abstract 
The impact of N95 mask waste causes environmental pollution and ecosystem damages 
and might increase COVID-19 spread. This study determines the optimum cellulase 
enzyme volume and hydrolysis time needed to convert cellulose content from the pre-
treated N95 mask into glucose and the optimum temperature and pH in fermenting 
glucose into bioethanol. This study conducted pre-treatment using microwaves and 
cellulose hydrolysis using cellulase enzymes from Trichoderma reesei using 10, 20, 
and 30 mL enzyme and 24, 48, and 72 hours hydrolysis time. The glucose from the 
liquid was fermented by Saccharomyces cerevisiae at pH 4 and 5 with temperature 
variations of 30°C and 35°C for 72 hours incubation time. The glucose content showed 
the highest results at 30 mL enzyme concentration with three days hydrolysis at 50°C 
and ethanol content at fermentation temperature of 30°C for pH 4 and 5 respectively 
4.76% and 3.57% while at fermentation temperature of 35°C for pH 4 and 5 
respectively 1.75% and 0.71% respectively. The optimum amount of ethanol purity is 
obtained from hydrolysis with the amount of enzyme 30 mL for three days and 
fermentation at pH four and a temperature of 30°C for 72 hours.  
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Pada akhir tahun 2019, muncul virus baru 
yang merebak di kota Wuhan (Cina). Virus 
corona jenis baru atau disebut COVID-19. 
Semakin banyak informasi dan kekhawatiran 
yang berdampak pada kesehatan global (Lin, 
2020). Virus ini menyebar secara droplet atau 
melalui percikan saat orang batuk atau berbicara, 
maka dari itu virus ini mudah sekali menular ke 
orang lain (Wu, 2020). Sejak COVID-19 
ditetapkan sebagai pandemi oleh WHO pada 
tanggal 11 Maret 2020, berbagai upaya telah 
dilakukan untuk mengurangi penyebaran virus 
(Fadare, 2020). Aktivitas masyarakat berubah, 
diantaranya dengan mengurangi aktivitas di luar 
rumah seperti aktivitas kerja dan belajar 
dialihkan ke rumah (Yunus, 2020).  Salah satu 
langkah pencegahan yang dapat membatasi 
penyebaran penyakit saluran pernapasan yang 
diakibatkan oleh virus terutama COVID-19, 
yaitu dengan pemakaian masker medis (WHO, 
2020). 
Namun dibalik protokol kesehatan yang 
sangat ketat, ada kekhawatiran bahwa limbah 
masker yang timbul dari pandemi ini dapat 
berakhir di ekosistem perairan (Sampol, 2020). 
Keterangan resmi LIPI pada 16 Februari 2021 
menunjukkan bahwa peningkatan limbah masker 
ini tak hanya dipengaruhi oleh meningkatnya 
kasus COVID-19 di Indonesia, namun turut 
disumbang oleh makin tingginya jumlah 
masyarakat yang menggunakan masker medis 
ataupun jenis masker sekali pakai lainnya. 
Masker medis merupakan jenis masker 
sekali pakai yang mudah dijumpai dan sering 
digunakan tenaga medis saat bertugas. Masker 
medis berbentuk persegi panjang dan terdiri dari 
tiga atau empat lapisan. Setiap lapisan terdiri dari 
serat yang lembut hingga sangat lembut. 
Karakteristik kinerjanya diuji menurut 
serangkaian metode uji terstandar (ASTM 
F2100, EN 14683, atau yang setara) yang 
bertujuan untuk menyeimbangkan filtrasi yang 
tinggi, kemudahan bernapas yang memadai, dan 
(opsional) resistansi penetrasi cairan. Filtrasi 
awal (minimal filtrasi 95% droplet), kemudahan 
bernapas (breathability) awal, dan, jika perlu, 
resistansi cairan awalnya berhubungan dengan 
jenis (misalnya, spunbond atau meltblown) dan 
lapisan bahan tanpa tenun (seperti polipropilena, 
polietilena, atau selulosa) (WHO, 2020). Masker 
ini tidak boleh dipakai lebih dari 3 hingga 8 jam 
maka dari itu disebut masker sekali pakai 
(Sampol, 2020). Masker N95 diberi nama karena 
memiliki kemampuan untuk menyaring 95% 
atau lebih partikel kecil berukuran 0.3 μm 
sehingga mampu melindungi pemakaiannya dari 
patogen di udara (airborne). Masker N95 terbuat 
dari beberapa lapisan yaitu lapisan tengah filter 
yang terbuat dari polypropylene elektrostatis. 
Muatan elektrostasis pada masker N95 
meningkatkan efisiensi penyaringan mekanis 
sebesar 10-20 kali (Juang, 2020). 
Tercatat, hingga pertengahan Desember 
lalu, Dinas Lingkungan Hidup DKI Jakarta telah 
menangani 1.213 kilogram atau setara dengan 
151625 limbah masker sekali pakai dari rumah 
tangga. Jumlah tersebut dihimpun dari data 
limbah infeksius dari April-Desember 2020 
(Kompas.com, 2021). Peningkatan jumlah 
sampah pada beberapa sungai di Jakarta 
meningkat sebanyak 5% dalam kurun waktu 
Maret-April 2020 diindikasi berasal dari limbah 
masker, hal tersebut dibandingkan dengan 
jumlah sampah pada Maret-April 2016 
(Cordova, 2021). Limbah masker sangat 
infeksius sehingga dapat membahayakan 
masyarakat terutama petugas kebersihan. 
Pengetahuan masyarakat akan pengelolaan 
limbah APD / limbah infeksius masih sangat 
minim. Limbah ini seharusnya dipilah terlebih 
dahulu sebelum dibuang ke tempat pembuangan 
sampah (Kementerian Kesehatan Republik 
Indonesia, 2020). Masker bekas merupakan 
sampah yang perlu dibuang atau diolah pada 
tempat yang tepat salah satunya di tempat 
pengelolaan sampah (TPS) karena masker bekas 
termasuk ke dalam kategori sampah non-daur 
ulang. Berdasarkan Peraturan Menteri 
Lingkungan Hidup dan Kehutanan Nomor 56 
Tahun 2015 mengenai Tata Cara dan Persyaratan 
Teknik Pengelolaah Limbah B3 dari Fasilitas 
Pelayanan Kesehatan, maka limbah masker dapat 
dikategorikan sebahai limbah medis yang 
membutuhkan penanganan khusus (Ika, 2020). 
Berdasarkan survei satgas COVID-19 bahwa 
sekitar 80-90% pengguna masker medis 
membuang masker di tempat sampah domestik 
atau di sembarang tempat (Nabila, 2021). 
Maka dari itu dibutuhkan sinergi dan 
inovasi dalam pengelolaan limbah masker sekali 
pakai ini ke depannya. 
Berdasarkan latar belakang tersebut, 
memanfaatkan kandungan bahan dasar masker 
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sekali pakai komersial, penelitian ini akan 
mengolah lebih lanjut limbah masker medis tadi 
menjadi salah satu bahan bakar nabati (BBN) 
berbentuk bioetanol yang diharapkan dapat 
menjadi salah satu substitusi untuk bahan bakar 
ramah lingkungan maupun sebagai cairan 
antiseptik. Penelitian ini memanfaatkan enzim 
selulase dari Trichoderma reesei sebagai 
katalisator hidrolisis enzimatik limbah masker, 
yang sebelumnya dilakukan pre-treatment 
menggunakan gelombang mikro. 
 
Proses Hidrolisis  
Proses hidrolisis bertujuan memecah 
ikatan lignin, menghilangkan kandungan lignin 
dan hemiselulosa, merusak struktur kristal dari 
selulosa serta meningkatkan porositas bahan. 
Proses hidrolisis dapat dilakukan secara kimiawi 
menggunakan bahan kimia seperti asam sulfat 
dan secara enzimatik menggunakan enzim 
tertentu. Salah satu enzim yang dapat digunakan 
untuk proses hidrolisis selulosa menjadi gula 
sederhana adalah enzim selulase (Fan, 2006). 
Hidrolisis selulosa secara enzimatik lebih efektif 
karena produk yang dihasilkan lebih banyak dan 
spesifik, hasil samping sedikit serta ramah 
lingkungan (Nishida, 2007). Agar enzim dapat 
kontak langsung dengan selulosa maka 
dibutuhkan proses pre-treatment. Pre-treatment 
dilakukan untuk memecah struktur kristalin 
selulosa serta memisahkan lignin sehingga 
selulosa dapat terpisah. Terdapat 2 metode pre-
treatment yaitu secara kimia dan fisik. Metode 
fisik dapat dilakukan dengan menggunakan 
temperature dan tekanan tinggi, penggilingan, 
radiasi, atau pendinginan. Sedangkan metode 
kimia dapat menggunakan solven untuk 
memecah dan melarutkan lignin atau disebut 
metode delignifikasi (Mosier, 2005). 
Reaksi hidrolisis: 
 
(C6H10O5)n + nH2O → n(C6H12O6) 
 
Trichoderma reesei 
Trichoderma ressei merupakan salah 
satu spesies kapang aerob yang dapat digunakan 
dalam proses hidrolisis karbohidrat karena 
mampu menghasilkan enzim-enzim pengurai 
polisakarida seperti pati dan selulosa (Hilakore, 
2013). Kapang jenis ini umumnya ditemukan di 
alam berupa serabut berwarna hijau tua yang 
melekat pada kayu yang sudah lapuk. Peran 
utama dari kapang ini di alam adalah sebagai 
pengurai dari karbohidrat kompleks seperti pati 
maupun selulosa pada kayu. Pada beberapa 
literatur mengindikasikan bahwa mutan tertentu 
dari Trichoderma reesei mampu menghasilkan 
160 s.d. 250 IU/g enzim selulase pada proses 
liquid state fermentation (Chahal, 1984). Oleh 
karena itu kapang ini dianggap cocok sebagai 
sumber enzim selulase yang akan kami gunakan 
untuk menguraikan selulosa yang terkandung 




Enzim selulase dapat diklasifikasikan 
menjadi tiga kelompok yaitu endoβ-1,4-
glukonase (CMCase, Cx selulase endoselulase, 
atau carboxymethyl cellulase), ekso-β-1,4-
glukonase (aviselase, selobiohidrolase, C1 
selulase), dan β1,4- glukosidase atau selobiase 
(Meryandini, dkk., 2009). Endoβ-1,4-glukonase 
bekerja sebagai katalis pada proses endo-
hidrolisis rantai 1,4- pada β-D-glucans, ekso-β-
1,4-glukonase memutus ikatan 1,4- β-D-
glycosidic pada selulosa melalui proses hidrolisis 
dan selobiase memutus ikatan glucosidic pada 
karbohidrat sehingga membentuk non reducing 
terminal glycosyl residues, glycosides dan 
oligosakarida (Oesterling, 2019). 
Aktivitas enzim merupakan kecepatan 
pengurangan substrat atau kecepatan 
pembentukan produk pada kondisi yang 
optimum. Satu unit aktivitas enzim selulase dapa 
didefinisikan sebagai jumlah enzim yang 
menghasilkan satu mikromol gula reduksi atau 
glukosa setiap menit (Lehninger, 1993)  
Aktivitas enzim dapat dipengaruhi oleh 
beberapa faktor, yaitu: 
a. Suhu, pada umumnya semakin tinggi suhu 
maka semakin naik laju reaksi kimianya, baik 
yang dikatalis oleh enzim maupun tidak 
dikatalis oleh enzim. Namun perlu diingat 
bahwa enzim adalah protein, sehingga 
semakin tinggi suhu maka proses inaktifasi 
enzim juga meningkat. Keduanya 
mempengaruhi laju enzimatik secara 
keseluruhan. Ternyata agak kompleks 
pengaruh suhu terhadap enzim, misalnya suhu 
yang terlalu tinggi dapat mempercepat 
pemecahan atau perusakan enzim dan 
sebaliknya semakin tinggi suhu (dalam batas 
tertentu) maka akan semakin aktif enzim 
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tersebut. Apabila suhu terus naik maka laju 
kerusakan enzim akan melampaui reaksi 
katalis enzim. Laju inaktifasi enzim begitu 
lambat atau sangat kecil pada suhu rendah 
sehingga boleh diabaikan. Sebaliknya pada 
suhu tinggi, laju inaktifasi enzim cepat sekali, 
sehingga reaksi enzimatik akan berhenti 
(Winarno, 1983). 
b. pH, pada umumnya enzim bersifat amfolitik, 
yang berarti enzim memiliki konstanta 
disosiasi pada gugus asam maupun pada 
gugus basanya. Aktivitas enzim menujukkan 
batas maksimum pada kisaran pH yang 
disebut pH optimum antara pH 4,5 hingga pH 
8,0 (Winarno, 1983). pH sangat berpengaruh 
terhadap struktur dan aktivitas biologis pada 
enzim. Interaksi ionic yang terjadi di dalam 
strukturnya akan menstabilkan enzim dan 
memungkinkan enzim untuk mengenali dan 
berikatan dengan substratnya (Nelson & Cox, 
2005). pH optimum adalah karakteristik pH 
yang menunjukkan aktivitas katalitik 
maksimum pada enzim. Sedikit perubahan 
pada pH akan menyebabkan perubahan yang 
besar pada reaksi yang dikatalis oleh enzim. 
Denaturasi pada protesin penyusun enzim itu 
sendiri akan terjadi apabila pH mengalami 
perubahan (Murray, 2003). 
 
Selulosa 
Selulosa merupakan salah satu polimer 
yang tersedia melimpah di alam. Produksi 
selulosa sekitar 100 milyar ton setiap tahunnya. 
Sebagian dihasilkan dalam bentuk selulosa 
murni seperti yang terdapat dalam rambut biji 
tanaman kapas. Namun paling banyak adalah 
yang berkombinasi dengan lignin dan 
polisakarida lain seperti hemiselulosa dalam 
dinding sel tumbuhan berkayu, baik pada kayu 
lunak dan keras, jerami atau bambu. Selain itu 
selulosa juga dihasilkan oleh bakteri Acetobacter 
xylinum secara ekstraseluler (Klemm, 1998). 
Selulosa tersusun dari unit-unit 
anhidroglukopiranosa yang tersambung dengan 
ikatan β-1,4-glikosidik membentuk suatu rantai 
makromolekul tidak bercabang. Setiap unit 
anhidroglukopiranosa memiliki tiga gugus 
hidroksil (Potthast, 2006). Selulosa mempunyai 
rumus empirik (C6H10O5)n dengan n ~ 1500 dan 
berat molekul ~ 243.000 (Rowe, 2009). Salah 
satu bentuk aplikasi dari selulosa pada kehidupan 
sehari-hari adalah sebagai pelapis maupun filter 
pada masker. Selulosa pada masker ditemukan 




Fermentasi merupakan proses produksi 
energi di dalam sel dengan keadaan anaerobik 
atau tanpa oksigen. Secara umum, fermentasi 
adalah salah satu bentuk respirasi anaerobik, 
akan tetapi, terdapat definisi yang lebih jelas 
yang mendefinisikan fermentasi sebagai respirasi 
dalam lingkungan anaerobik dengan tanpa 
akseptor elektron eksternal (Muljono, 2002). 
Fermentasi bioetanol adalah proses penguraian 
gula menjadi bioetanol dan karbondioksida yang 
disebabkan enzim yang dihasilkan oleh massa sel 
mikroba. Selama proses fermentasi terjadi 
perubahan glukosa menjadi bioetanol oleh sel-sel 
ragi (Prescott, 1959). 
 
Reaksi pada tahap fermentasi : 
 
C6H12O6 → 2C6H5OH + 2 CO2 
 
Saccaharomyces cerevisiae 
 Saccharomyces cerevisiae merupakan 
salah satu spesies khamir yang memiliki daya 
yang tinggi untuk mengkonversi gula menjadi 
etanol. Mikroba ini biasa disebut dengan ragi 
roti. Etanol, CO2, dan air merupakan produk 
metabolit utamanya. Sedangkan beberapa 
produk lain yang dihasilkan jumlahnya sedikit. 




Distilasi atau penyulingan merupakan 
suatu metode pemisahan bahan kimia 
berdasarkan perbedaan kecepatan atau 
kemudahan menguap (volatilitas) bahan atau 
didefinisikan juga teknik pemisahan kimia yang 
berdasarkan perbedaan titik didih. Dalam 
penyulingan, campuran zat di didihkan sehingga 
menguap, dan uap ini kemudian di dinginkan 
kembali ke dalam bentuk cairan. Berdasarkan 
titik didihnya zat yang memiliki titik didih lebih 
rendah akan menguap lebih dulu. Metode ini 
merupakan termasuk unit operasi kimia jenis 
perpindahan massa. Penerapan proses ini di 
dasarkan pada teori bahwa pada suatu larutan, 
masing-masing komponen akan menguap pada 
titik didihnya (Bahri Syamsul, 2018). 
TK- 003  p - ISSN : 2407 – 1846 
          e - ISSN : 2460 – 8416 
Website : jurnal.umj.ac.id/index.php/semnastek 
 
 
Seminar Nasional Sains dan Teknologi 2021  5 




Etanol (C2H5OH) adalah golongan 
senyawa alkohol yang memiliki 2 atom karbon. 
Etanol merupakan salah satu alternatif bahan 
bakar pengganti bahan bakar minyak yang 
semakin lama semakin menipis. Etanol dapat 
dibuat melalui proses fermentasi biomassa yang 
tersusun dan karbohidrat atau fraksi glukosa. 
Material yang umum digunakan sebagai bahan 
mentah umumnya adalah tanaman yang berkadar 
glukosa tinggi seperti jagung, singkong atau ubi, 
kelapa sawit, jerami dan lain-lain. Etanol yang 
diproduksi dari biomassa dan digunakan sebagai 
campuran bahan bakar lebih dikenal dengan 
istilah Bioetanol (Kim, 2004). Konversi gula 
sederhana menjadi etanol dapat dilakukan secara 
fermentasi anaerob. Salah satu mikroorganisme 
yang dapat digunakan pada fermentasi anaerob 
tersebut adalah Saccharomyces cerevisiae 
(Akhtar, 2018). Bioetanol merupakan etanol 
yang bahan utamanya dari tumbuhan dan 
umumnya menggunakan proses fermentasi. 
Etanol atau etil alkohol C2H5OH, merupakan 
cairan bening yang tidak berwarna, larut dalam 
air, eter, aseton, benzene, dan semua pelarut 
organik, memiliki bau khas alkohol serta terurai 
secara biologis (biodegradable), toksisitas 
rendah dan tidak menimbulkan polusi udara yang 
besar bila bocor. Etanol yang terbakar 
menghasilkan karbondioksida (CO2) dan air 
(Skadrongautama, 2009). 
Bahan baku pembuatan bioetanol dapat 
dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu : bahan 
sukrosa, bahan berpati, dan bahan yang 




Penelitian ini dibuat menggunakan metode 
penelitian empiris yang dilakukan di 
laboratorium Teknik Kimia Fakultas Teknik 
Universitas Muhammadiyah Jakarta. Tahapan 
penelitian meliputi proses pengumpulan bahan, 
pre-treatment limbah masker, hidrolisis 
kandungan selulosa pada limbah masker menjadi 
glukosa, fermentasi glukosa menjadi etanol pada 
limbah masker setelah hidrolisis dan pemisahan 
etanol menggunakan alat destilasi. Selain itu, 
pengujian terhadap kadar etanol yang dihasilkan 
pada proses destilasi diuji menggunakan metode 
Kromatografi Gas (GC) di Puslabfor Sentul. 
Rencana awal dari penelitian adalah 
menggunakan limbah masker yang diperoleh 
dari rumah sakit, area perkantoran maupun 
sampah rumah tangga. Namun, karena keadaan 
pandemi yang semakin buruk, penulis 
menggunakan limbah masker bekas penggunaan 
pribadi untuk mencegah penyebaran virus 
SARS-Cov-2 ke lingkungan serta mencegah 
infeksi yang terjadi selama proses penelitian.   
Limbah masker yang dikumpulkan 
digunting terlebih dahulu hingga berukuran ± 1 
cm dan dimasukkan kedalam larutan NaOH 2% 
untuk memudahkan proses dekontaminasi. 
Proses dekontaminasi dilakukan menggunakan 
autoklaf pada suhu 70°C selama 60 menit untuk 
struktur serat pada masker dan membunuh 
mikroorganisme pada masker (Ju, 2020). Setelah 
proses dekontaminasi selesai, campuran 
didinginkan dan dipanaskan pada suhu sedang 
menggunakan microwave selama 40 menit. 
Proses pemanasan dengan NaOH dan microwave 
dilakukan untuk memutus gugus ester antara 
selulosa dengan hemiselulosa dan lignin (Vasic, 
2021). Kemudian masker dicuci dengan air 
hingga pH larutan netral, dikeringkan 
menggunakan oven pada suhu 100 ± 5°C dan 
dihaluskan menggunakan blender. 
Kandungan selulosa pada limbah masker 
yang sudah mengalami pre-treatment diuji 
menggunakan metode Datta (Chesson, 1981) 
yaitu dengan pemanasan berulang pada larutan 
asam sulfat dan air. 
0.1 g yeast extract, 0.15 g bacteriological 
peptone, 0.14 g (NH4)2SO4, 0.2 g KH2PO4, 0.005 
g FeSO4.7H2O dan 0.5 mL larutan CMC 1% 
dicampurkan kedalam 100 mL larutan buffer 
sitrat pH 6. Ditambahkan 2 gram masker dan 
diaduk hingga homogen. Media disterilisasi 
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 
15 menit, didinginkan dan ditambahkan suspensi 
spora dari kultur Trichoderma reesei serta 
diinkubasi pada inkubator suhu 35°C selama 8 
hari. Enzim dipanen dengan menambahkan 100 
mL larutan Tween 80 1% dan disentrifugasi pada 
kecepatan 4000 rpm selama 30 menit. 
Supernatan dipisahkan sebagai enzim selulase. 
(Modifikasi dari Wahyuningtyas, 2013). 
Aktivitas enzim selulase diukur melalui jumlah 
glukosa yang terbentuk akibat reaksi antara 
enzim dengan CMC 1% broth menggunakan 
metode DNS secara spektrofotometri pada 
panjang gelombang 540 nm (Bandi, 2018). 
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U/mL =     (1) 
 
Limbah masker yang sudah mengalami 
pre-treatment ditimbang sebanyak 5 gram dan 
ditambahkan enzim selulase dengan variasi 10, 
20 dan 30 mL dan diencerkan dengan larutan 
buffer sitrat pH 5 hingga volume larutan 150 mL. 
Proses hidrolisis dilakukan pada waterbath suhu 
50°C selama 24, 48 dan 72 jam dimana 
kandungan glukosa dari larutan diuji setiap 24 
jam menggunakan metode DNS (Wang, 2021). 
Kadar glukosa dari larutan diperoleh melalui 
grafik hubungan antara nilai absorbansi terhadap 
konsentrasi larutan glukosa 36, 72, 144 dan 216 
ppm. Kondisi hidrolisis dengan kandungan 
glukosa yang paling optimum akan digunakan 
sebagai dasar pada proses fermentasi 
menggunakan Saccharomyces cerevisiae. 
5 g glukosa, 0,5 g yeast extract, 0,5 g 
KH2PO4, 0,15 g NH4Cl, 0,07 g MgSO4 dan 0,17 
g KCl dilarutkan dalam 100 mL akuades dan 
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 
121°C selama 15 menit. Setelah mencapai suhu 
ruang ditambahkan 2-3 ose kultur 
Saccharomyces cerevisiae dan inkubasi pada 
suhu ruang selama 24 jam (Masturi, 2020). 
Kemudian pada 600 mL campuran limbah 
masker yang sudah mengalami proses hidrolisis 
ditambahkan 12 mL larutan Saccharomyces 
cerevisiae dan fermentasi dilakukan pada larutan 
hasil hidrolisis pH 4 dan 5 serta suhu fermentasi 
30°C dan 35°C selama 3 hari (Hajar, 2017). 
Setelah proses fermentasi selesai, etanol yang 
terdapat dalam larutan dipisahkan menggunakan 
alat distilasi dengan suhu uap 68°C selama 2 jam 
(Sriana, 2019). Kemudian kadar etanol diuji 
menggunakan GC-FID menggunakan larutan 
standar etanol sebagai pembanding untuk 
perhitungan. 
Data-data yang diperoleh pada penelitian 
diolah menggunakan Microsoft Excel sedangkan 
data pengujian GC-FID diolah langsung oleh 
software bawaan alat yaitu Chemstation. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Pengujian selulosa menggunakan metode 
Datta dilakukan secara duplo menunjukkan 
sampel limbah masker yang sudah mengalami 
pre-treatment mengandung kadar selulosa 
sebesar 5,94% setiap 1 gram masker. Selulosa 
yang terkandung dalam masker tersebut 
kemudian akan digunakan sebagai substrat pada 
proses hidrolisis enzimatik menggunakan enzim 
selulase yang sudah dibuat. Hal ini sesuai dengan 
pernyataan dari 3M terhadap produk 3M™ 
VFlex™ Healthcare Particulate Respirator 9105, 
N95 (3M, 2020). Selain mengandung selulosa, 
limbah masker juga diperkirakan mengandung 
polipropilen yang dapat dikonversi menjadi 
bahan bakar melalui reaksi pirolisis (Jain, 2020) 
Kurva kalibrasi untuk perhitungan kadar 
glukosa dibuat dengan melarutkan 0,36 gram 
glukosa dalam 100 mL larutan buffer sitrat pH 5. 
Larutan induk glukosa tersebut diencerkan 
menjadi 36, 72, 144 dan 216 ppm sebelum 
direaksikan dengan DNS dan diukur nilai 
absorbansi nya pada panjang gelombang 540 nm. 
Hasil pengkuran absorbansi larutan standar 
glukosa dapat dilihat pada Tabel 1. dan kurva 
kalibrasi untuk perhitungan dapat dilihat pada 
Gambar 1. 
 











Gambar 1. Kurva kalibrasi standar glukosa 
 
Berdasarkan data pada Tabel 1, maka 
dapat dibuat persamaan yang dapat digunakan 
untuk menghitung konsentrasi glukosa yaitu y = 
0,0043x – 0,1121 dimana x merupakan 
konsentrasi glukosa dan y merupakan nilai 
absorbansi dari larutan pada panjang gelombang 
540 nm. Hal ini sesuai dengan Hukum Lambert-
Beer dimana semakin tinggi konsentrasi suatu zat 
                    Kadar Glukosa x fp 
 BM Glukosa x waktu inkubasi 
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dalam larutan maka akan semakin besar 
pula nilai absorbansi larutan tersebut (Wypych, 
2015). 
Aktivitas enzim selulase diuji secara 
duplo dan diperoleh nilai rata-rata aktivitas 
enzim 9.52 Unit/mL enzim. Enzim tersebut 
kemudian digunakan untuk pengujian optimasi 
waktu dan jumlah optimum enzim untuk proses 
hidrolisis.  
 
Tabel 2. Pengaruh jumlah enzim selulase dan 












10 mL 35,37 39,79 45,84 
20 mL 43,74 47,47 53,28 
30 mL 51,42 51,88 64,21 
 
Hidrolisis pada limbah masker yang 
sudah mengalami proses pre-treatment 
menunjukkan peningkatan konsentrasi glukosa 
yang terbentuk seiring dengan semakin 
banyaknya jumlah enzim dan semakin lama 
proses hidrolisis berlangsung. Larutan dengan 
volume enzim 30 mL dan waktu hidrolisis 
selama 3 hari pada suhu 50°C menunjukkan 
nilai konsentrasi glukosa sebesar 64,21% pada 
2 mL larutan hasil hidrolisis. Hal ini sesuai 
dengan penelitian yang pernah dilakukan oleh 
Nugrahini (2016) yang menyatakan bahwa 
penambahan jumlah enzim selulase yang lebih 
banyak dan waktu hidrolisis yang lebih lama 
dapat meningkatkan kadar glukosa yang 
dihasilkan pada proses hidrolisis Tandan 
Kosong Kelapa Sawit oleh enzim selulase. 
Proses fermentasi dilakukan menggunakan 
Saccharomyces cerevisiae karena mampu hidup 
pada kondisi lingkungan yang kaya akan etanol. 
Hal ini disebabkan karena dinding sel S. 
cerevisiae terdiri dari 85% polisakarida dan 
15% protein. Dinding sel tersebut memiliki 
fungsi utama untuk menjaga tekanan 
homeostatis sel, melindungi sel dari kerusakan 
dan menjaga bentuk sel (Akhtar, 2018). 
Fermentasi glukosa menjadi etanol oleh 
Saccharomyces cerevisiae dipengaruhi oleh 
pH. Rentang pH yang baik untuk proses 
fermentasi adalah 4,0 – 5,0. Pada larutan 
dengan pH dibawah 4,0 proses fermentasi 
terjadi relatif lambat sehingga memerlukan 
waktu fermentasi yang lebih panjang namun 
tidak mengurangi jumlah etanol yang 
dihasilkan, sedangkan apabila pH larutan diatas 
5,0 maka jumlah etanol yang akan dihasilkan 
akan lebih sedikit (Staniszewski, 2007). Hal ini 
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh 
(Adela, 2015) yaitu proses fermentasi yang 
paling optimum untuk mengkonversi biomassa 
pada batang tanaman sawit menjadi bioetanol 
adalah proses fermentasi dengan pH larutan 4,0 
dan suhu inkubasi 30°C dengan inokulum 
sebanyak 10% selama 24 jam. 
 
Tabel 3. Pengaruh suhu dan pH pada proses 
















30 4 92 4,76 
30 5 86 3,57 
35 4 81 1,75 
35 5 77 0,71 
 
SIMPULAN DAN SARAN 
Berdasarkan hasil penelitian yang 
dilakukan oleh penulis, maka dapat 
disimpulkan bahwa proses hidrolisis optimum 
untuk mengubah selulosa pada limbah masker 
menjadi glukosa adalah menggunakan 30 mL 
enzim selulase dengan waktu hidrolisis selama 
72 jam. Selain itu, untuk memperoleh destilat 
etanol optimum memerlukan proses fermentasi 
dengan pH larutan 4 pada suhu 30°C selama 3 
hari. Saran penulis adalah agar penelitian ini 
dapat dilanjutkan karena relatif banyak variabel 
yang dapat diteliti lebih lanjut dan minimnya 
pengetahuan mengenai penelitian yang 
menggunakan masker sebagai objek penelitian.  
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